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Modulation der Insuli nsvnthese 



Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die 
Aktiyitat der Proteine Caseinkinase II (CK II). 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins 
EED modulieren Oder die Bindung der Proteine Caseinkinase II (CK II). 14-3-3 epsilon, 
des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments derselben mit dem Protein Pancreatic 
duodenal homeobox-1 (PDX-I), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese eine 
entscfieidende Rolle spielt, beeinflussen. zur Beeinflussung der Insulin-Synthese bzw. - 
Bereitstellung. 

Im Saugerorganismus wird nach einer Mahlzeit. ausgelost durch die Giucosebelastung. 
von den Beta-Zellen der Langerhans'schen Inseln des endokrinen Pancreas in Sekretgra- 
nula gespeichertes Insulin sezerniert. Gleichzeitig kommt es zu einer Neusynthese von 
Insulin (Transcription, Translation). Es wurde festgestellt, dafi PDX-1 als Transcriptions- 
faktor beteiligt ist (McKinnon and Docherty, Diabetologia (2001), 44: 1203-1214) und die 
Transkriptions-auslosenden Signalwege durch Wortmannin und SB 203580 hemmbar 
sind. Derzeit ist aber unbekannt, wie die Vorgange, die zur Sekretion von Insulin fuhren, 
und die Induktion der Neusynthese gekoppelt sind. 
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Aufgabe ist es daher» Substanzen (Wirkstoffe) zur Verfugung zu stellen, die die Insulin- 
Bereitstellung wirksam beeinflussen und damit zur Behandlung von Ericranlcungen geeig- 
net sind, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind Oder mit dieser 
einhergelien, wie z.B. Diabetes. 

Im Rahmen der voriiegenden Erfindung wurden uberraschend drei Proteine identifiziert, 
die an den Transkriptionsfaklor PDX-1 binden, der be! der Glucose-induzierten Insulin- 
Biosynthese eine entscheidende Rolle spielt (vgl. u.a. Lottmann et al.. Journal of l^olecu- 
lar IVIedicine (2001) 79:321-328). Direkte, unmittelbare Aktivatoren von PDX-1 sind im 
Stand der Technik bislang niclit bekannt. 

Erfindungsgemali wurden in einem eigens entwickelten experimentellen Zellsystem nacli 
Induktion mit Glucose Proteine identifiziert, die in dieser Phase i) selbst phosphoryliert 
werden und ii) mit dem Transkriptionsfaktor PDX-1 physikalisch interagieren. PDX-1 
selbst wird ebenfalls Glucose-induziert phosphoryliert, wobei wichtig ist, dass bakteriell 
exprimiertes PDX-1 erst nach Phosphoryiierung an die DNA binden und als Aktivator 
agieren kann. 

In diesem Zusammenhang stellt CK II in der insulin-produzierenden Zelle eine Glucose- 
induzierte PDX-1-Kinase dar. Bei der Caseinkinase II handelt es sich um eine weit ver- 
breitete Serin/Threonin-Kinase. Das Holoenzym besteht einem Tetramer aus zwei alpha- 
oder alpha-Untereinheiten (oder jeweils eine dieser Untereinheiten) und zwei beta- 
Untereinheiten (Lotzeman et al.. Biochemistry 36 (1990) 8436-47). Damit kann erfin- 
dungsgemafl uber die Veranderung der Aktivitat dieses Enzyms die tnsulin-Bereitstellung 
moduliert werden. 

Die 14-3-3 Proteine werden als Regulator-Proteine beschrieben, die in der Zelle Schlus- 
selelemente von Signaltranduktionswegen binden (wie z.B. den Transkriptionsfaktor 
FKHR) und damit inaktivieren konnen. Erst durch Phosphoryiierung der 14-3-3 Proteine 
wird diese Bindung aufgehoben. Das Protein 14-3-3 epsilon halt im unphosphorylierten 
Zustand den Transkriptionsfaktor PDX-1 gebunden und inaktiv. Nach Glucose-lnduktion 
wird 14-3-3 epsilon phosphoryliert und kann den gebundenen, inaktiven Transkriptions- 
faktor PDX-1 freisetzen, der dann als aktivierender Faktor die Insulinsynthese initliert. 

Das EED-Protein gehort zu den Transkriptions-Repressoren, wobei an dem Vorgang der 
Repression Histon-Deacetylasen beteiligt zu sein scheinen. Erfindungsgemali handelt es 
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sich bei der EED urn eine groRe Isoform des Proteins, auf die in Sewalt et al., Mol. Cell. 
Biol. 18 (1998) 3586-95 (vgL Fig. 4) venviesen wird. 

Mit den vorliegenden Arbeiten ist es somit gelungen, die drei genannten Proteine (CK II, 
14-3-3 epsilon und EED) als wesentliche regulative Elemente der Glucose-induzierten 
Insulinbiosynthese zu identifizieren. Der oben dargestellte Zusammenhang mit dem Tran- 
skriptionsfaktor PDX-1, mit dem die Proteine physikalisch interagieren, erniogiicht nun- 
mehr die Identifizierung neuer Wirkstoffe, die effizient die Insulln-Bereitstellung beeinflus- 
sen konnen und zur Entwlcklung einer neuen, effektiveren Generation von Diabetes- 
Therapeutika mit weniger Nebenwirkungen fuhren. Das Screening kann mit geeigneten 
Assays durchgefuhrt werden, wie z.B. Bindungsassays, mitderen Hilfe sich die Beeinflus- 
sung der Wechselwirkung (Bindung) der genannten Proteine mit PDX-1 direkt untersu- 
chen lallt, Oder einem Assay, bei dem man die Funktionalisierung von PDX-1 (Phospho- 
rylierung, DNA-Bindung, Transkriptionsaktivierung) unter Wirkstoffeinfluss analysiert. Die 
Etablierung solcher Assays ist dem Fachmann wohlbekannt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung eines oder mehrerer 
Proteine gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II). 10 (14-3- 
3 epsilon) und 12 (EED) oder Fragmenten derselben zur Durchftihrung von Bindungsas- 
says unter Ven/vendung eines Proteins gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1), wobei die Frag- 
mente an PDX-1 binden, zur Identifikation von Substanzen, die die Bindung zwischen 
dem Oder den Proteinen oder Fragment(en) und PDX-1 beeinflussen (fordem, hemmen, 
modulieren). 

Die Erfindung betrifft unter anderem ein Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die 
geeignet sind, die Wechselwirkung eines Proteins gemad SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
NO:6 und SEQ ID N0:8 (CK II). 10 (14-3-3 epsilon). des Proteins EED oder einem Frag- 
ment desselben mit dem Protein gemaa SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem 
man 

a) das Protein gemaft SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED oder ein Fragment derselben 
markiert, 



b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1 ) markiert. 
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c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zur Bestimmung des/der Markerslgnais/IVIarkersignale 
durchfQIirt, 

wobel die MarWerungen so gewahit sind, dafl eine Wechselwlrkung der markierten 
Proteine von Stufe a) und b) nachweisbar und von den isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der DetekUonssignais/Detektionssignale unterscheidbar ist, man 

d) die l\/lischung von Stufe c) mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
bringt und man 

e) eine weitere l\1essung zur Bestimmung des/der Markersignals/IVIarkersignale 
durclifuhrt, 

wobei die zu untersucliende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist. wenn sich das(die) in Stufe e) gemessene(n) Markersignal(e) von dem (den) 
in Stufe c) gemessenen Mari<ersignal(en) unterscheidet. 

Femer eingeschlossen ist ein Verfaliren zur Identifizierung von Substanzen, die geeignet 
sind, die Wechselwirkung eines Proteins gema(i SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsllon), des Proteins EED Oder einem Fragment derselben 
mit dem Protein gemaB SEQ ID N0:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man entweder 

a) das Protein gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II). 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, ein Fragment derselben Oder 

b) das Protein gemaB SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatle immobili- 
siertp 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilisierten Protein in 
Kontakt bringt, wobei man das Vorliegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfuhrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Maricierung bestatigt, man 



d) 



die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 
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wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirl<ung beeinflussende Substanz 
ist, wenn die Markierung nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und Durchfuhrung 
entsprechender Waschschritte auf den Mikrotiterplatten nicht mehr nachweisbar ist. 

Die mit Hilfe der durchgefuhrten Screening-Verfahren identifizierten Wirkstoffe konnen zur 
Beliandlung (patho)physiologischer Zustande, bei denen eine gegenuber dem Nomrialwert 
verminderte Insulinproduktion beobachtetwird, eingesetzt werden. 

Die Erfindung betriffl daher die Venvendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines 
Oder mehrerer Proteine gemaft SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und EED Oder Fragmenten derselben mit dem Protein gemaR 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinfluBt. zur Herstellung einer phamnazeutischen Zusammenset- 
zung zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine vemilnderte Insulih-Synthese cha- 
rakterisiert sind Oder mit dieser einhergehen. 

Femer eingeschtossen ist die Venvendung einer Substanz, die 

b) die Aktivitat des Proteins gemaft SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und/oder des Proteins EED modu- 
liert, 

b) an das Protein gemaR SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID 
NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED Oder ein Fragment der- 
selben bindet, 

b) das Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1), 4 und/oder 6 und 8 (CK II), 10 
(14-3-3 epsilon) oder das Protein EED phosphoryliert, oder 

b) den Anteil des Proteins gemaB SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II) erhdht, 

zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser 
einhergehen. 



wo 2004/022772 




•CT/EP2003/009757 



6 



Vorliegend wird unter einer Erkrankung, die durch eine verminderte Insulln-Synthese cha- 
rakterislert ist Oder mit elner verminderten Insulin-Synthese elnhergeht, verschiedenne 
Formen von Diabetes, wie z.B. Diabetes mellitus verstanden. 

Die Erfindung betriftt femer ein Verfohren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin- 
Synthese charakterislert sind Oder mit dieser einhergehen, bei dem man ein vorgenanntes 
Screening-Verfahren durclifuhrt und man die Identifizierte Substanz, die als eine die Wech- 
selwirkung eines Proteins gemaB SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID N0:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemali 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflussende Substanz identifiziert ist. mit geeigneten Hilfs- 
und/oder Tragerstoffen zu einer phamiazeutischen Zusammensetzung fomiuliert. 

Erfindungsgegenstand sind somit auch phamiazeutische Zusammensetzungen. die eine 
nach einem vorgenannten Screening-Verfahren erhaltliche Substanz und phamriazeutisch 
vertragliche Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 

Gemafl einer besonderen Ausftihrungsfomi konnen auch eines oder mehrere Proteine ge- 
ma(l SEQ ID N0:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK 11). 10 (14-3-3 epsilon) und 
EED und/oder Fragmente derselben zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur 
Behandlung einer Erkrankung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterislert ist 
Oder mit dieser einhergeht, venvendet werden. 

Die Erfindung betriffl femer die Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemafi 
SEQ ID NO: 3 und/oder 5 und 7 oder 9 und/oder einer oder mehrerer fur EED kodierender 
Nukleinsauren zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Modulation der 
Insulin-Synthese in einem Individuum. Diese Praparate konnen beispielsweise in der 
Gentherapie. z.B. bei der Generierung artifizieller, insulinproduzierender Zellen fur eine 
Transplantation, Anwendung finden. 

Im Rahmen der durchgefuhrten Arbeiten wurde erstmals das Protein (EED), bei dem es 
sich um eine EED-lsofomi handelt (vgl. Fig. 4 in Sewalt et al. Mol Cell Biol (1998), 18(6): 
3586-95). als regulatives Element identifiziert, das ebenfalls eine bedeutende Rolle bei 
der Insulinbiosynthese spielt Erfindungsgemad eingeschlossen sind Fragmente der vor- 
genannten Proteine, wobei der Begriff EED auch die kurzere Isofomien von EED ein- 
schlieBt (vgl. Fig. 15). 
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Anhand der gewonnenen Erkenntnisse lassen sich Assays zur Messung der Funktionali- 
sierung von PDX-1 konstruieren, die Aufschluss uber die Eigenschaft von Substanzen 
geben, die BIndung von PDX-1 an den Promotor des Insulin-Gens zu inhibieren bzw. zu 
fordern. So lassen sich anhand von molekularbiologlschen Standardverfahren beispiels- 
weise transgene Zellkulturen etablleren, in die man ein Reportergen einbringt dessen 
Genprodukt leicht detektierbar und quantifizierbar ist, und das unter der Kontrolle eines 
Promotors mit PDX-1-bindenden DNA-Sequenzen stabil exprimiert wird. Unter Indukti- 
onsbedingungen, d.h. bei Bindung von PDX-1 an den Promotor, kann dann die Expressi- 
on des Reportergens unter Einfluss der zu testenden Substanz analysiert werden. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beisptelen erlautert. 

Beispiele 

Material und Methoden 

Identifizierung von Glucose-induzierten phosphylierten Interaktlonspartnern von 
PDX-1: 

MIN 6-Zellen wurden bis zur 80%-igen Konfluenz in DMEM kultiviert, das 25 mM Glucose, 
10% Pferde-Serum und 2,5% PCS (fotales Kalber-Serum) enthielt. Die Zellen wurden 
zwei Mai gewaschen, und man lied die Zellen im Krebs-Ringer-Puffer (118 mM Natrium- 
chlorid, 4,75 mM Kallumchlorid, 1,25 mM Kalziumchlorid, 1,2 mM Magnesiumchlorid, 
0,05% (w/v) BSA, 25 mM Natriumhydrogencarbonat. 10 mM Hepes, pH 7,4) fur drei Stun- 
den hungem. Nach der dreistundlgen Vorinkubation der Zellen wurden diese mit 500 
pCi/ml P)-Phosphorsaure (ICN) fur eine Stunde equillbriert und anschlie&end in Ge- 
genwart oder Abwesenheit von 16 mM Glucose mit und ohne die Kinaseinhibltoren Wort- 
mannln (100 nM, 10 min Vorinkubation) und SB203580 [(4-(4-Fluorphenyl)-2-(4- 
methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)-imidazol] (10 mM, 30 min Vorinkubation) fur weitere 30 
min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und geem- 
tet. Die Zellen wurden fur 30 Sekunden zentrifugiert und In 100 m' 20 mM Hepes 7,8, 50 
mM Kallumchlorid, 1% Triton X-100, 0,1 mM EDTA, 20 mM fl-Glycerophosphat, 0,1 mM 
Na3P04, vollstandiger MIniprotease Inhibitorcocktail (Roche), resuspendiert. Die Zellen 
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liell man fur 10 Minuten auf Els anschwellen und zentrifiigierte anschlieflend bei 14.000 
U/min. Der Oberstand (cytoplasmatischer Extrakt) wurde in ein fnsches Eppendorf-Ge^ll 
uberfuhrt, und die Proteine wurden unter der Verwendung von Aceton prazipitiert, mehr- 
fach in Aceton gewaschen, getroclcnet und in Lysis-Puffer (8 M Hamstoff, 2 M Thioham- 
staff, 65 mM Chaps, 120 mM DTT, 80 ml^ Tris) solubilisierl. Fur die praparativen Gele 
wurden die markierten Extralcte mit 4 mg nicht-radioalctiven cytopiasmatischen Extralcten 
gemischt die ahniich behandelt wurden. Die Proteintrennung erfolgte unter VenA^endung 
eines immobliisierten plH-Gradienten von 3 bis 10 (IPG-Streifen, 18 cm, Amersliam 
Biosciences) in einen IPGphor-lsoelelctrischem-Focussier-System (Amersliam Bioscien- 
ces). Nach EquHlbrieren des Streifens in SDS-Puffer wurde die zwelte Dimension der 
SDS-PAGE iiber Nacht unter Verwendung eines 12,5%igen Acrylamidgels durchgefuhrt. 
Die praparativen Gele wurden mit kolloidalem Coomassi R-250 gefarbt und einer Autora- 
diographie unter Verwendung eines Phosphor-lmagers (Molecular dynamics) unterworfen. 
Die analytischen Gele wurden einer Autoradiographie unterworfen. Es wurden soge- 
nannte „Pulldown-Experimente" unter Verwendung eines bakteriellen exprimierten GST- 
PDX-1 Proteins als Koder im Cytoplasma von Glucose stimulierten, ^^P-markierten MIN6 
Zellen durchgefuhrt. Nach Zugabe von 5 pg GST zur Absattigung unspezifischer Bin- 
dungsstellen wurde GST-PDX-1-Fusionsprotein, das an Gluthation-Agarose-Beads ge- 
koppelt war, mit 100 mg cytoplasmatischem Extrakt bei drei Stunden und 4**C und unter 
durchgehendem Schuttein inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase wurden die Beads bei 
3000 g fur 5 Minuten pelletiert, und der Oberstand wurde gesammelt und fCir die zweidi- 
mensionaie Gelelektrophorese verwendet. Um die Interaktion von Phosphoproteinen mit 
dem GST-PDX-1 Protein nachzuweisen, wurden die pelletierten Beads 3 Mai gewaschen, 
in Lysis-Puffer suspendiert und anschlielJend der zweidimensionalen Gelelektrophorese 
unterworfen. Die Immunfluoreszenz-Farbung und das Western-Blotting wurden unter 
Verwendung von Standard-molekularbiologischen Protokollen verwendet. 

Ergebnisse: 

Im Autoradiogramm des analytischen Geles des "Pulldown" (Fig 5, A) wurden Spots von 
phosphorylierten, mit PDX-1-interagierenden Proteinen detektiert. Diese Spots konnten in 
praparativen Gelen Coomassie-gefabten Spots zugeordnet werden und wurden mittels 
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) identifiziert. 
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Beschreibung der Figuren 

Rgur1; 

Schematische Darstellung des Nachweises von Glucose-induzierten Interaktionspartnem 
von PDX-1 

Flour 2: 

Auswirkung von Glucose auf die subzellulare Lokallsation von endogenem PDX-1 . A: Die 
Zellen wurden in Krebs-Ringer-Puffer fur vier Stunden mit 0 mM Glucose inkubiert. B: Die 
Kultur wurde anschliedend 30 Minuten bei 16 mM Glucose weiterkultiviert. Endogenes 
PDX-1 wurde unter Verwendung eines polyclonalen Anti-PDX-1 Antiserums nachgewie- 
sen. 

Figur 3: 

PDX-1 wird bei hohen Glucosekonzentrationen in MIN6-Zellen modifiziert. Westem-Blot- 
Analyse von nuklearen und cytoplasmatischen Extrakten. die aus MIN6-Zellen hergestellt 
wurden, und in Krebs-Ringer-Puffer bei 0 mM Glucose (Bahn 1) inkubiert und anschlie- 
Bend auf 16 mM Glucose (Bahn 2) transferiert wurden. 

Flour 4: 

Silberfarbung von bakteriell exprimiertem GST-PDX-1. 5 mQ (Bahn 1) und 1 pQ (Bahn 2) 
gereinigtes GST-PDX-1; in E. coli exprimiert und mittels Polyacrylamidgelelektrophorese 
getrennt. 

Figur 5: 

Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 prazipitiert Phosphoproteine aus dem Cytoplasma von 
^^P-markierten, Glucose-stimulierten MIN6-Zellen. 

A: Kartierung von erhaltenen Phosphoproteinen. die durch zweidimenslonale Gelelektro- 
phorese nach einem GST-PDX-1 -Pulldown-Experiment erhalten wurden. 

B: Cytoplasmatische Phosphoproteine, die durch zweidimensionale Gelelektrophorese 
nach Acetonprazipitation getrennt wurden. 
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Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 verringert die Menge eines Phosphoproteins Im Uber- 
stand von ^^P-markierten, Glucose-stlmulierten MIN6-Zellen vor der zweidlmenslonalen 
Gelelektrophorese. 

A: Die vergroRerte Region des 2D-Gels, das einer Autoradiographie wurde, zeigt die er- 
haltenen Phosphoproteine. 

B: Die vergroderte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiographie unten^vorfen wurde, 
zeigt cytopiasmatische Phosphoproteine nach Acetonprazipitation. 

C: Die vergrolSerte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiographie unten^^orfen wurde, 
zeigt cytopiasmatische Phosphoproteine nach Acetonpracipitation mit nachfolgender 
Inkubation mit GST-PDX-1 Fusionsproteinen. 

Fiqur 7: 

Veranderungen des Phosphorylierungszustands des ausgewahlten cytoplasmatischen 
Proteins als Reaktion auf Glucose und verschiedene Kinaseinhibitoren. 

A-D: 

VergroRerte Regionen von 2D-Gelen, die der Autoradiographie nach erfoigter Acetonpra- 
zipitation untenA/orfen warden. 

A: MIN6-Zellen warden fiir 8 Stunden bei 0 mM Glucose In Krebs-Ringer-Puffer inkabiert. 
B: Die Kultur warde aaf 16 mM Glucose transferiert. 

C: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von Wortmannin (100 nM) transfe- 
riert. 



D: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von SB203580 (10 pM) transferiert. 
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FiQur 8: 

Identifizieaing von 14-3-3-epsilon als Interaktionspartner von GST-PDX-1. 

A: Die Ergebnlsse der MS-Fit-Suche ergaben Massen eines Phosphoproteins, welches 
quantitativ aus dem Cytoplasma von Glucose-behandelten MIN6-Zellen unter Verwen- 
dung eines balcteriellen exprimierten GST-PDX-1 Proteins prazipitiert werden l^onnte. 

B: Western-Blot unter Venwendung eines Anti-1-4-3-Epsilon-Antiserums (Santa Cruz). 
Bahn 1 (Positivlcontrolle): 30 pg cytoplasmatischer Extral<t von Glucose-behandelten 
MIN6-Zellen. Balin 2 (Negativl^ontrolle): GST-Pulldown von 400 pg Glucose-behandel- 
ten MIN6-Zellen. Bahn 3: GST-PDX-1 Pulldown von 400 pg Glucose-behandelten 
MiN6-Zellen. 

Fiqur 9: 

Aminosauresequenz von PDX-1 (SEQ ID NO:2). 
FiQur 10: 

Fur PDX-1 kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:1). 
FiQur 11: 

Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon (SEQ ID NO: 10). 
Fiour 12: 

Fur 14-3-3 epsilon kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:9). 
Fiour 13: 

Aminosauresequenz der CK ll-Untereinheiten 

a) Aminosauresequenz von CKII-alpha' (SEQ ID NO:4) 

b) Aminosauresequenz von CKII-alpha (SEQ ID NO:6) 

c) Aminosauresequenz von CKII-beta (SEQ ID NO:8) 

FiQur 14: 

Fur die CK ll-Untereinheiten kodierende Nukleotidsequenz 

a) fur CKII-alpha' kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:3) 

b) fur CKII-alpha kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:5) 

c) fur CKII-beta kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:7) 
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Piqur15: 

Nukleotidsequenzen der kurzen EED-lsoform (SEQ ID NO:11) 
Fiqur16: 

Aminosauresequenzen der kurzen EED-lsoform (SEQ ID NO: 12) 
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Patentanspruche 

1. Venvendung eines Oder mehrerer Protelne gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon). EED Oder Fragmenten dersel- 
ben 2ur Durchfuhrung von BIndungsassays unter Verwendung eines Proteins ge- 
maB SEQ ID NO:2 (PDX-1), wobei die Fragmente an PDX-1 binden, zur Identifikati- 
on von Substanzen. die die Bindung zwischen dem Oder den Protelnen oder Frag- 
ment(en) und PDX-1 beeinflussen (fordern, hemmen, modulieren). 

2. Verfahren zur identifizierung von Substanzen, die geeignet sind, die Wechselwirkung 
eines Proteins gemaB SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK 
II), 10 (14-3-3 epsilon), des Proteins EED oder einem Fragment derselben mit dem 
Protein gemall SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man 

a) das Protein gemaR SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED oder ein Fragment derselben mar- 
kiert, 

b) das Protein gemaB SEQ ID NO:2 (PDX-1 ) markiert. 

c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die Markierungen so gewahit sind. daB eine Wechselwirkung der markierten 
Proteine von Stufe a) und b) nachweisbar und von den isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der Detektionssignals/Detektionssignale unterscheidbar 1st, man 

d) die Mischung von Stufe c) mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
bringt und man 

e) eine weitere Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn sich das(die) in Stufe e) gemessene(n) Markersignal(e) von dem(den) 
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in Stufe c) gemessenen Markersignal(en) unterscheideL 

3. Verfahren zur Identifiziemng von Substanzen, die geeignet sind, die Wechselwirkung 
eines Proteins gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 
10 (14-3-3 epsilon), EED Oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemali 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man entweder 

a) das Protein gemaB SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, ein Fragment derselben Oder 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatte immobili- 
siert, 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilisierten Protein in 
Kontalct bringt, wobel man das Voriiegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfuhrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Markierung bestatigt, man 

d) die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn die Markiemng nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und 
Durchfuhrung entsprechender Waschschritte auf den Mikrotiterplatten nicht mehr 
nachweisbar ist 

4. Venwendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines oder mehrerer Proteine 
gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 
epsilon), EED Oder Fragmenten derselben mit dem Protein gemafl SEQ ID NO:2 
(PDX-1) beeinflulit, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese cha- 
rakterisiert sind oder mit dieser einhergehen. 

5. Verwendung einer Substanz. die 



a) die Aktivitat des Protein gemaR SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ 
ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und/oder des Proteins EED moduliert. 
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b) an das Protein gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED Oder ein Fragment derselben bin- 
det, 

c) das Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1), SEQ ID:4 und/oder SEQ ID NO:6 
und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) Oder das Protein EED phosphory- 
liert, Oder 

d) den Anteil des Proteins gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ 
ID NO:8 (CKII)erhoht, 

zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Er- 
krankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind Oder 
mit dieser einhergehen. 

6. Verwendung nach den Anspriichen 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, da(i die Erkran- 
kung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert ist Oder mit dieser 
einhergeht, Diabetes ist. 

7. Verfahren zur Herstellung einer phamiazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind 
Oder mit dieser einhergehen, dadurch gekennzeichnet. dafi man ein Verfahren nach 
den Anspriichen 2 Oder 3 durchfuhrt und man die Substanz, die als eine die Wechsel- 
wiricung eines Proteins gemaR SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID 
NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED Oder einem Fragment derselben mit dem 
Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflussende Substanz identifiziert ist, mit 
geeigneten Hilfs- und/oder TragerstofTen zu einer phamiazeutischen Zusammenset- 
zung formuliert. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine nach 
einem Verfahren gemaH den Anspruchen 2 oder 3 erhaltliche Substanz und pharma- 
zeutisch vertragliche Hilfe- und/oder Tragerstoffe enthalt. 

9. Venwendung eines oder mehrerer Protelne gemaH SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
N0:6 und SEQ ID NO:8 (CK II). 10 (14-3-3 epsilon), EED und/oder Fragmenten der- 
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selben zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Behandlung einer Er- 
krankung, die durch eine erhohte Insulin-Synthese charaklerisiert ist oder dieser ein- 
hergeht 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Erkrankung Dia- 
betes ist. 

11. Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemall SEQ ID NO: 3 und/oder 5 
und 7 Oder 9 und/oder einer oder mehrerer fur EED kodierender Nukleinsauren zur 
Herstellung eines phannazeutischen Praparates zur Modulation der Insulin- 
Synthese in einem Individuum. 
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VerofTentilcht: 
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offentlicken nach Erhalt des Berichts 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
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(54) TlUe: MODULATION OF THE SYNTHESIS OF INSULIN 
(54) Bezeidinung: MODULATION DER D^SULINSYNTHESE 



^ (57) Abstract! T he invention particularly relates to the use of substances, which modulate the activity of the proteins casein kinase 
n (CKn) and r4-3-3 epsilon and/or of the PcG protein EED or which influence the binding of the proteins casein kinase n (CK 11) 
^ and 14-3-3 epsilon. of the PcG protein EED and/or of a fragment thereof with the protein pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1) 
O that plays a decisive roll in the glucose-induced biosynthesis of insulin, for influencing the synthesis of insulin or the provision of 
^ insulin. 

S (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die Aktivitat der 
Proteine Caseinkinase 11 (CK 11), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins EED modulieren oder die Bindung der Proteine Casein- 
Q kinase n (CK II), 14-3-3 epsilon, des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments desselben niit dem Protein Pancre^c duodenal 
^ homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese cine entscheidende Rolle spielt, beeinflussen, zur Be- 
^ einflussung der Insulin-Synthese bzw. Bereitstellung. 



